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物や動物に感染 し病原性を有することから、有益 と有害 という2つ の側面を
持っている。病原真菌の対処には抗真菌剤が用 いられるが、真菌の細胞壁は
高等動物細胞には存在 しないため、細胞壁の主合成系は抗真菌剤の標的 とし
て注 目を集めている。 しか し、そう した細胞壁の生合成機構に関する研究は、
いまだ不明な点を多 く残 してお り、その解 明にはよ り詳細な解析が必要であ
る。
出芽酵母の細胞壁は、細胞を保護 し細胞形態を規定する以外にも、細胞外
界か らの刺激や情報を最初 に受 け取 りこれ らを細胞内に選択的に伝達するな
ど、細胞内の多 くの生理的機能 に関与 していることが近年の研究によって明
らかにされている。出芽酵母の細胞壁は、 β一グルカン、マ ンナン、キチンと
いった多糖か ら構成されている。 このうち β一グルカンとキチ ンの欠損は細胞
に致死の表現型を与えることが知 られている。その中で もキチンは、細胞壁
の重量比が1%程 であるにも関わ らず、その欠失が致死 となることか ら、細
胞が生育する際に最 も重要な構成要素のひとつであると考え られる。
出芽酵母は、キチン合成酵素1(Chslp)、キチン合成酵素2(Chs2p)、キチ
ン合成酵素3(Chs3p)と呼ばれる3種 類のキチ ン合成酵素を有 している。また
それぞれのキチン合成酵素遺伝子 を破壊 した実験か ら、Chslpは損傷 を受 け
たキチンの修復、Chs2pは出芽時の隔壁形成、Chs3pはその他全体的なキチ
ン合成に関与 していると考え られている。さらには、キチン合成酵素2お よ
び3の 遺伝子 を同時に破壊 した場合は細胞が致死性を示す ことが知 られてい








菌 におけるUDP-Glc:NAc生合成経路 の知見 をもとに、出芽酵母 よ りUDP-
GlcNAc合成酵素である"UDP-GlcNAcpyrophosphorylase"を同定 し、その機能
を解析 した。




いた研究によ り急速に発展 し、現在では、数多 くの生物種か らキチン合成酵
素遺伝子が同定されている。 しか しなが ら、キチン生合成機構を解明する上






ことか ら、他 にも活性 に必須な領域が存在する可能性が考え られた。本研究
では、con1以外 にキチン合成酵素活性に必須の領域を同定することを試みた。
1)キチン合成酵素における新たな保存領域の探索
出芽酵母を含 めた真菌類のキチ ン合成酵素 とのアライメン トをもとに、
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3)変 異 酵 素 の 反 応 動 力 学 的 解 析
極 度 に 活 性 が 低 下 し た 変 異 酵Table1・Char劉cteris"cs・fthemumntChs2p











































































































































































酵素 を欠如 した細胞 の成育を
A)Strategy
CHS2 mu釦ロr寵CHS2
相補 しなか った ことか ら、'η
v漉oにおける酵素活性の低下
が ∫ηv'voにお けるキ チ ン合 成
にも反映されていることが明







5)Chs3pグ ル ー プ に お け る .B)Rescue。仙eαfs2崩 籠cientoeils
con2領域 の 検 索









con2内の ア ミ ノ酸 残基 ・
茎殺 醜ll




















































産物 をフィルターに トラップしてその生成量 を測定するため、鎖長の短いキ
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酵 素活性 を保持 しているにも関わ らず、キチ 桑5.FOA
ン合成酵素を3種 類 とも欠損 した変異株中の


























































加 しない。このことから、キチン合成酵素3の 活性化には活性制御タンパ ク
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質が別 に関与 していることが推定された。Kawamotoらによってクローニ ン
グされた 部(75遺伝子 は、その欠損株の表現型がC認3遺 伝子欠損株に類似





て検討するため、(㎜4遺伝子をガ 璽三り ゆ キ 　　　る
ラク トー スで講 可能な(溜 プ 難+・ 飴・十V㏄ 電orの ヨ る
・モーターの下流 に導入 して過剰 書≧
発現 した.そ の結果、Ch、4Pの過剰 聾2ゆ
発現によってChs3pの活性の増大0
0204060『80100
が 認 め ら れ た(Fig.8)ことか ら 、Membrane鈎 帥tdn}
Fig.8.Increaseintbeac髄vityofChs3pby
C認4遺 伝 子 はChs3p活 性 を正 にthe。verexpress韮。蹴。fChs4p.
制 御 す る タ ンパ 順 を コー ドす 器 劉 旛,血(thecellsoverexpressingcircle)ornone(square)C朧















コフラワー ホ 亀織 麟 濃 瀦 猛 欝 翻"e翻膿r膿欝2櫨
ワイ トに対 し3ぴc.
て耐性度が増加 してお り、野生株が感受性を示す1mg/m1の濃度のカルコフ
ラワーホワイ トを含む培地中でも成育 した(Fig.9)。カルコフラワーホワイ ト
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は、細胞壁中のキチンに結合することによって細胞の成育を阻害す ることか
ら、㎝84遺伝子の欠損はキチンの合成量の減少を引き起 こす と考え られる。


















これ ま で にPdngleらに よ ってChs3pとChs4pは同様 の細胞 内局 在 性 を示
す こ とが 明 らか に され て い る。 そ こで 、 実 際 にChs3pとChs4pが結 合 して い
























































はChs3Pと結合す る能力を有することが明 らか となった。また、Chs4Pのア
ミノ酸残基445から563番目の領域のみでChs3Pと結合することか らChs4P
に存在するEF-handmotifやC一末端の 魚mesylsiteはChs3Pの結合 には必要 と
されないことが示された。さらにChs4Pのアミノ酸残基の445から563番・目
の領域のみでChs3Pの活性を低下させ、またC㎜4遺 伝子欠損株のカルコフ
ラワーホワイ トの耐性を誘導することから・Chs4PはChs3Pに結合す るζ と
によってChs3Pを活性化させることを強 く示唆 している。
第3章 キチ ン合成酵 素の基質 ・UI)P-GlcNAcの生合 成 に関わ
る酵素 の解 析
キ チ ン 合 成 酵 素 の 基 質 で あ るUDRGIcNAcは 、 そ の 最 終 ス テ ッ プ で
GlcNAc4-phosphateとUTPからUDP-GlcNAcpyrophosphorylaseによ って 合 成
され る。 大 腸 菌 な どのバ クテ リアで は す で にUDP-GlcNAc.pyrophosphorylase
遺 伝 子 が 同 定 され て い るが 、 出芽 酵 母 を は じめ とす る真 核 生 物 に お い て は 、
い まだ そ の酵 素 遺 伝 子 は 同定 さ れ て い な い 。 キ チ ン合 成 酵 素 の基 質 の 生合 成
機 構 の解 明 も ま た キ チ ン生 合 成 機 構 を知 る 上 で 重 要 で あ り、 した が っ て真 核
生物 よ りUDPGlcNAcpyrophosphorylase遺伝 子 の ク ロー ニ ン グ を行 っ た 。
1)UDP・GlcNAcpyrophosphorylaseのク ロー ニ ング
出芽 酵 母 で既 に 同定 され て い るpyrophosphorylaseファミ リー に 属 す る酵 素 、
Gal7p(UDP-Gal)、Ugplp(UDP-Glc)、Viggp(GDP-Man)、に よ く保 存 され て い
る[L(X)2GXGTXM(X)4PK】とい うア ミ ノ酸 配 列 を も と に、 ゲ ノム デ ー タ ベ ー ス
を検 索 した 結 果 】の五!03C産物 が この ア ミ ノ酸 配 列 モ チ ー フ を有 して い る こ
とが 判 明 した 。 そ こで 、ゲ ノムDNAを テ ンプ レー トと してPρRに て よ っ て
γDL103Cを得 、 これ を 磁P1(UDP咽一acetylglucos舳epyrophosphorylase)と名
付 け た(Fig.12)。ま た 、 出芽 酵 母 の 砺P1(56砺P1)をプ ロー ブ と して 、 真 菌
のCα励dα α16fcαη5ゲノムDNAラ イ ブ ラ リー と ヒ トの精 巣 由来cDNAラ イ ブ




















































































2)UDP-GlcNAcpyrophosphorylaseの活 性 の 測 定
ク ロー ニ ン グ した
遺 伝 子 産 物 をそ れ ぞ
れGST一趣ionproteh1
と し て 大 腸 菌 に て 発
現 さ せ 、[α・32P]UTP
とGlcNAc-1-Pと反
応 さ せ た と こ ろ 、
TLCに よ ってUDP-
GlcNAcが合 成 さ れ
.てい る こ とが 判 明 し
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3)ω4Pプ遺 伝 子 発 現産 物 の機 能 の 検 討
出芽 酵 母 に お いて 砺P1遺 伝子 欠損 株(uap10)を作 製 した と こ ろ、 致 死 性 を
示 した こ とか ら、 砺P1遺 伝 子 は酵 母 の 成 育 に必 須 の遺 伝 子 で あ る こ とが 示
され た 。また 、ガ ラ ク トー ス で誘 導 が 可 能 なG証1プ ロモ ー ター の下 流 に 砺P1
遺 伝 子 を導 入 し た プ ラ ス ミ ドを作 製 し、 麗4ρ1△株 を形 質転 換 して 細 胞 の 形 態
を観 察 した結 果 、GlcNAc-1-PとGlcNAc-6-Pのinterconversionをっ か さど る
オGM1(phosphoacetylglucosaminemutase)遺伝 子 の 欠 損 株 と:同様 の 、 細 胞 壁 に
異 常 を き た した と考 え られ る 形態 を示 した(Fig.14)。この 結果 は 、Uaplpと
Agm1Pによ って 合 成 され るUDP-Glc:NAcが主 に細 胞 壁 のキ チ ン合 成 に用 い ら





























4)GlcNAc-6-PからのUDP-GlcNAc合成 系 の 再 構築
真 核 生 物 で はGlcNAc-1-PとGlcNAc-6-Pのhlterconversionに引 き続 い て
GlcNAc-1-Pのuhdylationが起 こる と考 え られ て い るが 、 この仮 説 が 正 しけ れ
ばAgm1PとUaがPの 存在 下 でGlcNAc-6-PからUDP-GlcNAcが合 成 さ れ る は
ず で あ る 。 そ こで 検 討 した 結 果 、Agm1PとUap1Pが 共 存 す る とき に の み
Glc:NAc-6-PからUDP-GlcNAcが生 成 さ れ た(Fig.15)。またUap1PはGlcNAc-
1-Pのみ を基 質 と した こ とか ら、 生成 の順 序 はuridyltransfbrが先 で は な く、6
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位 か ら1位 へ の リン酸 のhlterconversignが先 に起 こっ て い る こ とが 明 らか と
な った 。さ らに 、Glc-1,6-Pの効 果 を調 べ た と ころ、Uap1Pによ るUDP-GlcNAc
の 生 成 に 必 須 の も ので は な い が 、過 剰 に存 在 す る ときAgm1Pの 活 性 に対 し
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5)pyrophosphorylaseの基 質 特 異 性 の 検 討
次 にScU3plpの 基 質 特 異 性 を検 討 し た 。ScUaplpとGlc:NAc-1-P、GlcNAc-
6-P、GlcN-1-P、Glc-1-P、Ga1-1-P、Ga1:NAc-1-P、Man-1-Pをそ れ ぞ れ イ ン キ ュ
s
ベ ー トした 場 合 、GlcNAc-1-P以外 に.Glc・1-Pも基 質 と して 使 用 可 能 で あ る こ
とが 分 か った(Fig.16)。しか しUaplpのGlc-1-Pに対 す る 働 値 は 、GlcNAc-1-P
に比 べ 非 常 に 高 く、 さ らに'ηv'voにお い て は 、Glc-1-Pを基 質 と してUDP-Glc
を生 成 す る酵 素 を コー ドす るOGP1遺 伝子 の欠 損 株 の成 育 を相 補 す る こ とは
出来 なか っ た こ とか ら、 生体 内 で はUaplpがUDP-Glc合成 に も関与 して い る
可 能 性 は少 な く、Uaplpは主 にUDP-GlcNAc合成 に の み必 要 と され て い る と
一148一


















































































































































した 。 そ の 結 果 、G112Al
R116A、K123Aのそ れ ぞ れ
の 変 異 株 で は活 性 が ほ とん
ど 検 出 さ れ な か っ た(Fig.
18)。ま た 、 そ れ ぞ れ の 変
異 株 のGlcNAc-1-Pに対 し
て の キ ネ テ ィ ク ス か ら 、
G112Aの働 値 に大 き な 変






















































































ら3つ のアミノ酸残基のアラニンへの置換はいずれも んぬ 値を激減させた





出芽酵母のキチ ン合成酵素2を 用いた実験 により、すべてのキチン合成酵







され て い る こ とか ら、 キ チ ン合 成酵 素 に共 通 した 必 須 の ア ミ ノ酸 残 基 で は な
い が 、Asp800に隣接 した ア ミ ノ酸 と して の 何 らか の 重 要 な役 割 が あ る ので は
な い か と思 わ れ る。 また 、con1とcon2は両方 と も酵 素 の細 胞 質 ドメイ ンに
存 在 す る こ とか らcon1とcon2が細胞 質 内でactivepocketを構 成 して い る も
の と思 われ る。
一方 、ChslpおよびChs3pが出芽 部位 に局 在 す る機 構 と して 、End4p、C皐s5p、
Myo5p、Chs6pとい っ た タ ンパ ク質 と作用 しchitosomeと呼 ばれ る小胞 を経 由
して 出芽 部 位 に移行 す る ことが知 られ て い る。これ に対 しChs2pは、chitosome
に よ らず 分 泌 小 胞 に よ る 輸 送 経 路 に よっ て 出 芽 部 位 に移 行 さ れ る と考 え られ
て い る。 しか し、Chs2pは細 胞 周;期依 存 的 に合 成 され 、そ して 細 胞 分 裂(出芽
終 了)以降 速 や か に分解 され る こ とか う、Chs2pに付 随 しそ のfateを決 定 す る
タ ンパ ク質 の存 在 が 予 想 で き る。今 回、GFPとChs2pの融 合 タ ンパ ク質 を作
製 して 、S802A変異 酵 素 の ∫ηv∫voにお け る局 在 を調 べ た結 果 、Chs2pの出 芽 .
部 位 へ の局 在 性 が 喪 失 して い た こ とは、 この ア ミ ノ酸 残 基 とのinteractionに
よ って 出芽 部 位 にChs2pを局 在 させ る タ ンパ ク 質 が存 在 して い る こ と を示 唆
して い るの か も しれ な い 。
様 々 な研 究 者 に よ り、 これ まで キ チ ン合 成 酵 素3(CSIII)の活 性 化 に必 要 な
因子 と してChs4Pが候 補 に挙 げ られて いた が 、本 研 究 に よ っ て実 際 にChs3P
の 活 性 化 に はChs4pと の結 合 が 重 要 で あ る こ とが 明 らか とな っ た 。 さ ら に
Chs3pの活 性 化 に必 要 なChs4pの領域 を 同定 した 。今 後 、Chs4pによ るCSIII
の キ チ ン合 成酵 素活 性 の 制御 機 構 の さ らに詳 細 な解 析 が 望 まれ る。
こ れ ま で 真 核 生 物 に お い て は 研 究 が 進 ん で い な か っ たUDP-GlcNAc
pyrophosphorylase遺伝 子 を、 出芽酵…母&oθアεv漁θとCα 砺cαη5、さ らに ヒ ト
で 同 定 した 。 そ の 結 果 、バ クテ リア で はG1〃2σ遺 伝 子 産 物 にUDP-GlcNAc
pyrophosphoτylaseとGlcN-phosphate淋acetyltrans蝕aseの両活 性 が存 在 す る の
に対 して 、 真 核 生 物 で はUaplpにGlcN-phosphateIWacetyltr㎝s蝕ase活性 が 存
在 し な い こ と か ら、UDP-GlcNAcpyrophosphorylaseとGlc:N-phosphate昂
acetyltransfbraseは別 々 の ポ リペ プチ ドに存 在 す る こ と が 判 明 した 。 ま た 、
飾 砺P1は ホ モ ロ ジー 検 索 の結 果 、男 性 生 殖 不 能 症 患 者 の 血 中 に存 在 す る抗
体 を コー ドす る 衣 溜 と 同一 で ある こ とが 分 か った 。 砺P1遺 伝 子 と男 性 生
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殖 不 能 症 と の 関連 は 、 今 後 の 研 究 を待 た な け れ ば な らな い が 、 こ の発 見 は
UDP-GlcNAc生合 成 と ヒ トの疾 患 との 新 た な 関連 を示 唆 して い・る。 さ ら に、
出 芽 酵 母 にお いて ㎝P1は 成 育 に必 須 の遺 伝 子 で あ る こ と か ら、抗 真菌 剤 の
新 た な タ ー ゲ ッ トに成 り得 る と考 え られ る 。
UDP-sugartrans蝕aseに共 通 して 保 存 され て い る ア ミ ノ酸 の うち 、30砺P1
に お いてGly112、Argll6、Lys1おが 活 性 中心 を構 成 す る ア ミ ノ酸 残 基 で あ る こ
とが示 唆 さ れ た 。 この う ち 、Gly112はキ ネテ ィ クス か らGlcNAc-1-Pとの結 合
部 位 で あ る こ とが予 想 され た。1997年にFiores-Diazによ って 、 ヒ トのUDP-
Glcpyropho写phorylaseにお いて も ま たGlyが 基 質 との結 合 部 位 で あ る こ とが
指 摘 され て い る ことか ら、・このGlyは 基 質 のUDP-sugarとの結 合 に必 要 な残
基 と して 広 く保 存 され て い る と考 え られ る。
要約
1)キチン合成酵素2の アミノ酸配列 をもとに、種を超えてキチン合成酵素
に普遍的 に保存されていると考 えられる触媒に重要なアミノ酸残基 を、
これまで同定されていたものに加えて,新 たに4残 基 同定した。
2)新たに同定された活性発現に重要な領域(con2)内に、Chs2pの出芽部位へ
の局在性に関与 している残基があることを見出した。
3)キチン合成酵素3の 活性化 に必須な要因であるChs4pの領域 を同定 し、
Chs3pとのinteractionによって.Chs3pを活性化させることを明らかにした。
4)キ チ ン合成酵 素の基質 とな るUDP・GlcNAcを合成 す るUDP-GlcNAc









































論 文 審 査 結 果 要 旨
出芽酵母の細胞壁 は,三 種の多糖す なわち β一グルカン,マ ンナン,キ チ ンか ら成 っている。その中で
もキチ ンの欠損 は細胞の成育阻止 につ ながるこ とか ら,酵 母 にとって重要 な細胞壁構成要素 と考 え られ
る。
出芽酵母のキチ ン生合成 に関 しては,三 種類の合成酵素,キ チ ン合成酵素1,2,3が知 られてい る。
本研究 は出芽酵母のキチン合成機構 を解明することを目的 として,上 記三種類 のキチ ン合成酵素の中で,
最 も重要 と考 え られるキチ ン合成酵 素の2と キチ ン合成酵素3に ついて,そ の機 能を生化学的,分 子生
物学的 な手法 を用 いて解析 し,以 下の ような新知見 を得 た。
第1に,キ チ ン合成酵素2の キチ ン合成反応触媒 に関与する新 しい機能 ドメイ ン(Con2)を見 出 し,
その中に触媒 に関わる4つ の アミノ酸残基(His,Asp,Trp,Thr)を同定 した。 この新たに発見 された
機 能 ドメイ ン(Con2)は今 まで知 られてい るキチ ン合成酵素1,2,3すべ てにおいて見出 され,ま た上
記4つ のア ミノ酸残基は どの酵素で もよ く保存 されてい ることか ら,全 キチン合成酵素の活性 中心 を構
成す る重要 なア ミノ酸残基 と考 え られる。
第2に,こ の酵 素活性 の発現 に重要な領域(Con2領域)に,さ らにこの酵素 を酵母細胞の出芽部位
へ局在化 させ るシグナル となるア ミノ酸残基(Thr)が存在す るこ とを明 らかに した。 この発見は酵素
が その働 く場所へ部位特異的 に輸送 される機構 を明 らか にす る重要な発見 といえる。
第3に,キ チ ン合成酵素3の 活1生化 に必須 なコファクター(Chs4p)との相互関係 を明 らか にし,両
者が結合す ることに よりキチ ン合成酵素3の 活 性が発現 し,さ らにChs4Pの結合部位 について も明 らか
に した。多 くの研究者 により,こ れまでキチ ン合成酵素3の 活性化の因子 としてChs4pが予想 されてい
たが,本 研究 によ りは じめてChs4pがキチ ン合成酵素3と 実 際に結合 し活性化 をもたら していることが
証明 され た。
第4に,こ れ まで真核生物では研 究が進 んでいなか った キチ ン合成 酵素の基 質 となるUDP-GlcNAc
を合成 するUDP-GlcNAcピロフォス フォリラーゼ をは じめてS,cereび`seαθ,σ Zb`cαπ8そして ヒ トよ
りクローニ ングし,そ の触媒 に関与す るアミノ酸残基 を同定 した。
以上の よ うに本研究 はキチ ン合成 に関与す る酵素 について従来 は,遺 伝子 レベルでの研 究が主 であっ
た ところに,新 しく遺伝子 を発現 させ タンパ ク質 レベ ルでの詳細 な検討 を加え上記の ような新 しい知見
をもたら した ことで,キ チ ン合成研究 に重要な貢献 を した もg)と評価 され,審 査員一 同,候 補者 は博士
(農学)の 学位 を授与 されるに充分の資格 を有す る と認定 した。
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